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jj E: 松 叶 猪 毛 菜 (Salsola urictjozia) 是 典型 的 荒漠 CC 中间 型 植物 ,隶属 于 蔡 科 (Chenopodiaceae) 猪 毛 菜 属 , 是 
研究 C, 途 径 进化 以 及 光 呼 吸 减 少 机 制 的 最 佳 物种 。 以 松 叶 猪 毛 菜 无 菌 苗 为 试验 材料 ,通过 农 杆菌 介 导 的 瞬时 转化 
方法 ,分 别 对 质粒 载体 PES . 农 杆菌 侵 染 浓度 . 侵 染 时 间 和 乙酰 丁香 酮 浓度 进行 研究 ,探究 各 因素 对 松 叶 猪 毛 菜 植 


ES 


瞬时 遗传 转化 效率 的 影响 ,以 确立 最 佳 的 瞬时 转化 体系 ;并 在 上 述 体 系 的 基础 上 ,过 表达 松 叶 猪 毛 菜 叶绿体 型 
NADP- 苹 果 酸 酶 基因 (SoV4DP-WE1) ,通过 GUS 组 织 化 学 染色 和 荧光 定量 PCR 验证 瞬时 转化 效果 。 结 果 表明 :(1) 
采用 pCAMBIA1301 构建 表 达 载 体 , 以 30 d 苗 龄 植株 作为 转化 受 体 ,在 侵 染 液 中 添加 200 nmol'I 乙 酰 丁香 酮 , 农 杆 
菌 菌 液 0Dow 为 0.8, 侵 染 6 了 条 件 下 ,瞬时 转化 效率 最 佳 (92%);(2) 构建 过 表达 载体 并 瞬时 转化 松 叶 猪 毛 菜 植株 , 通 


过 染色 检测 到 GUS 活 性 ,并 且 荣 光 定 量 PCR 检测 到 SaNADP-MEI1 的 表达 量 相 比 对 照 组 显著 增高 ,该 基因 成 功 瞬 时 
过 表达 转化 至 植株 中 。 综 上 所 述 ,本 试验 在 松 叶 猪 毛 菜 植株 中 建立 了 一 种 快速 基因 功能 验证 方法 ,为 以 后 研究 松 


叶 猪 毛 菜 功 能 基因 奠定 了 基础 。 


关键 词 : 松 叶 猪 毛 菜 (Salsola laricifolia) ; 瞬时 转化 ; 农 杆菌 侵 染 法 ; SaNADP-ME1 


被 子 植物 在 由 C; 途 径 向 Cs 途径 的 渐进 进化 过 
程 中 ,逐渐 形成 了 原 “ 花 环 ” 结 构 、C;-Gs 中 间 型 CG- 
like 型 和 CG 型 等 光合 结构 ,从 而 进化 出 不 同 的 光合 
阶段 。 其 中 ,C3-Gs 中 间 型 是 被 子 植物 从 GC; 向 G4 途 
径 进 化 的 重要 阶段 。 具 有 C3-CGs 中 间 型 光合 结构 的 
植物 被 称 为 “C:-C: 中 间 型 植物 ” ,其 光合 结构 和 生理 
RIENT GH CHAZA, EREE NIH 
叶 猪 毛 菜 就 是 典型 的 C-C: 中 间 型 植物 ”5 ,因此 , 研 
究 该 植物 有 助 于 了 解 CG 植物 的 光合 进化 过 程 及 生 
态 适 应 策略 。 

目前 ,对 CC 中 间 型 植物 的 研究 集中 在 形态 解 
剖 及 生理 生化 等 方面 "路, 有关 此 类 特殊 植物 基因 
功能 的 研究 鲜 见 下 。 为 了 原 位 验证 松 叶 猪 毛 菜 基 
因 的 功能 和 后 续 对 其 他 抗 逆 基因 的 研究 ,建立 松 叶 
猪 毛 菜 的 瞬时 遗传 转化 体系 很 有 必要 。 近 年 来 , 农 
杆菌 介 导 的 瞬时 转化 基因 不 需要 昂贵 的 仪器 设备 
和 复杂 的 试验 操作 过 程 ,发 展 成 为 一 种 快速 有效、 
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简单 的 基因 转化 方法 “”。 可 被 应 用 于 多 项 领域 ， 
包括 基因 功能 分 析 .启动 子 分 析 、` 蛋 白质 亚 细胞 定 
位 及 互 作 等 方面 ”。 目 前 ,已 经 在 多 种 植物 组 织 中 
建立 了 农 杆 菌 介 导 的 瞬时 表达 系统 ,如 本 氏 烟 草 
(Nicotiana benthamiana) 和 喜 树 (Camptotheca acumi- 
nata) 利 用 叶片 转化 ,蝴蝶 兰 (Phalaenopsis aph- 
rodite ) 利 用 花 办 转化”。 有 的 植物 多 个 组 织 都 可 以 
进行 瞬时 遗传 转化 ”。 由 于 这 些 方法 只 在 植物 的 
部 分 组 织 中 进行 瞬时 转化 ,所 以 在 后 续 的 研究 中 无 
法 验证 瞬时 转化 后 目的 基因 对 于 整个 植株 的 影 
响 。 由 于 松 叶 猪 毛 菜 叶 片 呈 半 圆柱 状 且 肥 厚 ” ,加 
深 了 转化 的 难度 。 在 2012 年 ,Zheng 等 "建立 了 一 
种 基于 农 杆菌 介 导 的 将 完整 植株 长 时 间 浸 泡 于 农 
杆菌 中 从 而 对 整个 植株 进行 侵 染 的 瞬时 转化 方 
法 。 邹 全 程 等 ”将 此 转化 方法 运用 于 刚毛 树 柳 , 通 
过 瞬时 过 表达 7ThCBI4 来 提高 其 耐 盐 能 力 。 

鉴于 本 人 研究 材料 叶片 的 特殊 性 及 后 续 对 瞬时 
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转化 植株 的 基因 功能 的 验证 ,本 试验 以 不 同 苗 龄 的 
松 叶 猪 毛 菜 植株 为 转化 材料 ,采用 农 杆 菌 介 导 法 ， 
拟 建立 一 种 适用 于 松 叶 猪 毛 菜 的 高 效 快 速 的 瞬时 
遗传 转化 体系 。NADP- 苹 果 酸 酶 (NADP-ME) 不 仅 
参与 植物 的 光合 作用 ,提高 CG, 植物 的 光合 效率 ,还 
参与 植物 的 逆境 防御 及 相关 代谢 活动 ”。 课 题 组 
前 期 的 研究 表明 (未 发 表 人 研究 ) , 松 叶 猪 毛 菜 在 干旱 
胁迫 下 通过 增强 C4, 途 径 来 抵御 干旱 胁迫 ,并 且 在 所 
研究 的 光合 酶 中 , 仅 有 NADP-ME 酶 活性 在 不 同 程 
度 的 干旱 胁迫 下 都 显著 升 高 ,表明 该 基因 在 松 叶 猪 
毛 菜 响应 干旱 胁迫 中 具有 重要 作用 。 因 此 ,本 人 研究 
在 上 述 体系 中 过 表达 松 叶 猪 毛 菜 叶绿体 型 NADP- 
ME(SaNADP-ME1) 的 基础 上 ,来 初步 验证 瞬时 转化 
体系 的 可 行 性 。 高 效 快速 的 松 叶 猪 毛 菜 瞬 时 遗传 
转化 体系 ,可 实现 在 短 时 间 内 重要 基因 功能 的 原 位 
验证 ,加速 松 叶 猪 毛 菜 特 色 特 殊 基 因 的 筛选 以 及 利 
用 进程 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 
转化 受 体 材料 为 松 叶 猪 毛 菜 组 培 苗 。 松 叶 猪 
毛 菜 种 子 于 2018 年 在 新 疆 博 乐 采集 ,根据 本 试验 室 
已 有 的 松 叶 猪 毛 菜 无 菌 体系 获得 无 菌 组 培 苗 。 植 
物 表 达 载 体 pPCAMBIA1301 和 pBI121 为 本 试验 室 保 
T£. KT ER (Escherichia coli)DH5a 感 受 态 细胞 
(全 式 金 ,北京 ) , 根 癌 农 杆菌 (Agrobacterium tumefa- 
ciens) EHA105 为 试验 室 保存 菌株 。 所 用 培养 基 为 
农 杆菌 培养 基 ( 液 /固体 LB 培养 基 +Kan 100 mg- L'+ 
Rif 50 mg.I) 和 植物 组 织 培养 培养 基 (MS LI/2MS 基 
本 培养 基 )。 
1.2 方法 
1.2.1 根 癌 农 杆 菌 的 活化 及 侵 染 液 制备 ”将 含有 目 
的 基因 的 质粒 用 冻 融 法 转化 农 杆 菌 EHA105 ,进行 
HIW PCR 鉴定 阳性 单 克隆 ,经 平板 划 线 后 , 挑 取 单 
菌落 在 含 抗生素 (50 mg- L'' Kan +50 mg- L’ Rif) 的 
LB 液体 培养 基 中 培养 ,220 rpm,28 *C ,过 夜 扩 大 培 
养 至 菌 液 浓 度 0Dow 为 0.5 ~ 0.8。 吸 取 少量 菌 液 进 
行 二 次 活化 , 待 菌 液 生长 至 0Dow 为 0.5 ~ 0.8 时 , 按 
1:100 加 入 新 鲜 的 LB 培养 基 中 进行 培养 , 待 农 杆菌 
再 次 生长 至 0Dow 为 0.5 ~ 0.6,5000 rpm, 10 min, i 
心 弃 去 LB 培养 基 , 用 3 mL 的 20 mM 的 CaCl 悬 浮 菌 


体 ,5000 rmp, 离 心 5 min, 弃 去 上 清 液 ; 菌 体 悬 浮 于 
转化 液 L[(1/2MS+3% 芒 糖 +100 pmol -L'Z BE T A 
(AS) 40.0296 Tween20, pH-5.6) ] ,调节 ODow 为 0.8， 
28 %C 静 置 活化 1 用 于 转化 。 
1.2.2 松 叶 猪 毛 菜 组 培 苗 准备 ”将 松 叶 猪 毛 菜 种 子 
用 无 菌 水 :次 毛 酸 钠 =7:3 消毒 8 min 后 ,再 用 无 菌 水 
反复 冲洗 7~ 8 次, 置 于 萌发 培养 基 (1/2MS+15 geL 
芒 糖 +8 gL' 琼 脂 ) 上 ,在 人 工 气候 箱 中 萌发 (白天 : 
25 % ,14 bh; 夜晚 :18 % ,10 4, 光照 强度 为 12000 
Lux)。 萌 发 7d 后 ,将 无 菌 幼 苗 移 植 在 新 的 培养 基 
(1/2MS+15 g :王莽 糖 +6 gL 琼脂) 中 ,人 工 气 候 箱 
其 他 条 件 不 变 , 光 照 (30000 Lux) 培 养 。 设 置 3 次 重 
复 ,每 次 处 理 个 数 为 30 个 。 
1.2.3 根 癌 农 杆菌 瞬时 转化 松 叶 猪 毛 菜 ”选取 苗 龄 
30 d 的 大 小 较 一 致 的 松 叶 猪 毛 菜 组 培 苗 完 全 置 于 转 
化 液 中 ,室温 下 ,120 rmp , 侵 染 6 h。 接 着 用 无 菌 水 
反复 冲洗 成 苗 3 ~4 次 ,滤纸 吸 干 。 再 将 植株 转移 到 
共 培 养 培 养 基 (1/2MS +100 转移 到 共 :L AS+1 geL” 
琼脂 粉 ) 中 进行 黑暗 共 培 养 ,2 d 后 用 于 GUS 组 织 染 
色 和 取样 。 
1.2.4 影响 松 叶 猪 毛 菜 肯 时 转化 效率 的 因素 在 使 
用 农 杆 菌 对 松 叶 猪 毛 菜 组 培 苗 进行 侵 染 时 ,影响 因 
子 包 括 :质粒 表达 载体 植株 生长 状态 ( 苗 龄 )、 农 杆 
菌 菌 液 浓 度 、 侵 染 时 间 .AS 浓 度 等 "在 试验 设计 
过 程 中 ,分 别 以 某 一 因子 为 单一 变量 ,其 他 因子 以 
转化 程序 为 标准 ,观察 不 同 影响 因子 对 松 叶 猪 毛 菜 
瞬时 转化 效率 的 影响 。 

(1) 植物 表达 载体 的 选择 
建立 瞬时 转化 体系 时 选择 pCAMBIA1301 和 
pBI121 两 种 载体 做 对 比 ,报告 基因 均 为 gus。 基 本 
培养 条 件 同 1.2.3。 

(2) 苗 龄 的 确定 

基本 培养 条 件 同 1.2.3, 将 苗 龄 期 分 别 设置 为 7、 
30 .60 do 

(3) 农 杆 菌 侵 染 菌 液 浓度 的 确定 

基本 条 件 同 1.2.3, 农 杆菌 菌 液 浓度 0Dew 值 分 别 
设置 为 0.5 0.8、1.1。 

(4) 农 杆 菌 侵 染 时 间 的 确定 

基本 条 件 同 1.2.3, 侵 染 时 间 分 别 设置 为 4.6、8 ho 

(5) AS 浓度 的 确定 

基本 条 件 同 1.2.3, AS 浓度 分 别 设置 0、100、 
200,300 umol- L, 
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1.2.5 转化 植株 的 GUS 组 织 染色 鉴定 ”依据 郭 勇 
等 ?的 GUS 组 织 化 学 染色 方法 进行 了 改良 。 将 共 
培养 2d 后 的 松 叶 猪 毛 菜 苗 用 无 菌 水 彻底 清洗 并 在 
滤纸 上 芯 干 后 , 置 于 GUS 染 液 中 ,于 恒温 箱 中 37 C 
Tii REG OH 923 26 28128 50 mL 离心 管 ) 过 夜 。 染 
色 后 植株 浸泡 在 无 水 乙醇 : 冰 乙 酸 =3:1 的 脱色 液 中 ， 
期 间 更 换 2~3 次 ,直到 整个 植株 脱 去 叶绿素 为 止 ， 
对 植株 进行 观察 .统计 染色 情况 并 拍照 。 瞬 时 转化 
效率 =( 成 功 染 色 植 株数 /染色 的 植株 总 数 )x 色 的 
植株 。 

1.2.6 SaNADP-ME1 过 表达 载体 的 构建 ”运用 了 - 
fusion 克隆 技术 ,根据 SaNADP-ME1 序列 和 pCAM- 
BIA1301 载体 序列 设计 并 合成 引物 ,以 松 叶 猪 毛 菜 
cDNA 为 模板 ,进行 PCR 扩 增 ,回收 目的 片段 ,连接 
至 用 Nco I 和 Bgl 了 [[ 双 酶 切 后 的 pCAMBIA1301 载体 
上 ,连接 产物 转化 DH5a, 通 过 菌 液 PCR 鉴定 后 , 送 
上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 测序 。 提 取 
鉴定 正确 重组 质粒 DNA。 

1.2.7 瞬时 转化 材料 的 分 子 鉴定 

(1) 转化 植株 中 gws 的 PCR 检测 

H TransZol Up Plus RNA Kit (全 式 金 ,北京 ) 试 
剂 盒 提 取 转 化 植株 的 总 RNA ,选取 4o4w 在 1.8~ 
2.2 范 围 内 且 442 大 于 2.0 的 RNA 样 品 用 于 反 转 
KARN cDNA, H PrimeScript RT reagent Kit with 
gDNA Fraser(TaKaRa) 来 合成 cDNA。 

以 cDNA ZR ,B-actin E 24 V3 JE DS] ,B-ac- 
tin 和 gus 的 PCR 引 物 见 表 1。 反 应 体系 为 20 pL:2x 
Tag PCR MasterMix 10 uL; 上游 引 物 1 kL; 下 游 引 物 
1 kL;cDNA 反应 液 1 unL;ddHO 6 uL, PCR 扩 增 条 
件 为 95 CC 预 变性 3 min;95 % 变 性 30 s,55 "GB K 
30s,72 XC 延伸 1 min,34 个 循环 数 ;72 "CET mino 


(2) 转化 植株 中 SaNADP-ME1 的 荧光 定量 PCR 
检测 

将 cDNA 稀释 10 倍 后 用 作 反 应 模板 ,B-actin VE 
HAZA ,B-actin 和 SaNADP-ME1 的 荧光 定量 
PCR 引物 见 表 1 ,使 用 TB Green Premix Ex Taq II (Tli 
RNaseH Plus) (TaKaRa) 试剂 盒 ,在 CFX96 Real- 
Time PCR Detection System (Bio-Rad, USA) 仪 器 上 进 
行 菊 光 定 量 PCR 反 应 。 反 应 条 件 为 95 %C 预 变性 3 
min;95 CAPE 5 s,55 CIRK 15 s,72 % 延 伸 10 s,40 
个 循环 。 每 个 样品 设计 3 个 技术 重复 ,利用 2 法 
进行 相对 定量 分 析 ,通过 双 因 素 方 差分 析 进 行 方差 
分 析 , 用 GraphPad Prism.v 5.0 软件 作 图 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 影响 松 叶 猪 毛 菜 瞬 时 转化 效率 的 因素 

2.1.1 植物 表达 载体 的 选择 载体 pBI121 和 
pCAMBIA1301 均 携 带 报告 基因 eus ,其 中 ,pCAM- 
BIA1301 携带 的 gus 上 含有 一 段 190 bp 的 内 含 子 序 
列 。 以 往 有 研究 表明 汪 ,在 携带 内 含 子 的 gus 转化 
的 植物 中 ,内 含 子 被 有 效 剪 接 ,可 以 产生 GUS 酶 活 
性 ,而 原核 生物 中 缺乏 真 核 剪接 装置 ,在 含有 该 构 
建 体 的 农 杆菌 中 不 能 检测 到 GUS 酶 活性 ,从 而 可 有 
效 排 除 农 杆菌 在 细胞 间 质 表达 而 造成 的 假 阳性 现 
象 。 因 此 ,本 试验 将 携带 质粒 pPCAMBIA1301 和 
pBI121 的 农 杆 菌 EHA105 ,体外 进行 GUS 染色 (图 
1a) ,含有 pBI121 质粒 的 农 杆 菌 菌 液 呈 深蓝 色 , 而 含 
有 pCAMBIA1301 质粒 的 农 杆菌 菌 液 中 无 颜色 变化 ， 
说 明 EHA105 (pBI121) 菌 株 内 产生 了 GUS 活 性 ， 
EHA105 (pCAMBIA 1301) 菌株 则 没有 产生 GUS 活 
性 。 分 别 将 EHA105 (pBII21) 和 EHA105 (pCAM- 
BIA1301) 菌 液 侵 染 整 株 植物 ,GUS 染 色 结 果 ( 图 1b) 


表 1 试验 引物 序列 


Tab.1 Primer sequences in this experiment 


引物 
pCAMBIA1301-SaNADP-ME1-F 


引物 序列 (5 -3 ?) 


ACGGGGGACTCTTGACCATGATCTC TCTTCAAAAAGCTAACT 


pCAMBIA1301-SaNADP-ME1-R 


TACCCTCAGATCTACCATCCGGTAG CTTCTGTAAGCAGGG 


PB-actin-F 
B-actin-R 

gus-F 

gus-R 
SaNADP-ME1-F 
SaNADP-ME1-R 


注 :下 划 线 表示 酶 切 位 点 。 


TCCACGAAACAACCTACAACTC 
CAGCAATACCGGGGAACAT 
TGTCGCGCAAGACTGTAACCAC 
ATCGGCGAA ATTCCATACCTGT 
AGCACAAAAGTTGGTGGGGA 
TTCTCACGAGCCTGCTCAAG 


注 :a 图 中 的 1: 阴 性 对 照 ,2: 农 杆菌 EHA105 (pCAMBIA1301),3: 农 杆菌 EHA105 (pBI121)。b 图 中 的 1: 阴 性 对 照 , 侵 染 农 杆 


下 


EHA105 的 植株 ;2: 侵 染 农 杆菌 EHA105 (pCAMBIA1301) 的 植株 ;3: 侵 染 农 杆菌 EHA105 (pBI121) 的 植株 。 
图 1 农 杆菌 菌 液 和 瞬时 转化 植物 的 GUS 染色 


Fig. 1 GUS staining of Agrobacterium and transient transformed plants 


均 显 示 肉 眼 可 见 的 蓝 色 区 域 ,表明 pCAMBIA1301 和 
pBI121 载体 都 在 植物 体内 成 功 表达 外 源 基因 erus 
但 是 pCAMBIA1301 载体 因 内 含 子 序列 的 存在 ,gus 
表达 只 在 真 核 生 物 中 出 现 ,从 而 可 以 有 效 排除 gus 
在 细胞 间 质 表达 的 假 阳 性 。 因 此 ,本 试验 在 瞬时 转 
化 系统 建立 时 选用 EHA105(pCAMBIA1301) 菌 株 来 
侵 染 植物 材料 。 

2.1.2 苗 龄 对 瞬时 转化 效率 的 影响 植物 的 生理 状 
况 对 农 杆 菌 侵 染 效果 有 很 大 的 影响 中 。 本 试验 分 
别 对 苗 龄 为 7d( 子 叶 阶 段 )、30 d( 真 叶 阶 段 ) .60 d 
(成 苗 阶 段 ) 的 松 叶 猪 毛 菜 植株 ,用 农 杆 菌 EHA105 


(a) 7 diii 


(pCAMBIA1301) 菌 液 进行 转化 , 共 培 养 后 染色 结果 
如 图 2 所 示 ,7d 和 30d 的 幼苗 在 叶片 均 显 示 蓝 色 ， 
而 部 分 60 d 成 苗 只 在 叶 尖 较 小 区 域 显示 微弱 的 蓝 
色 , 可 能 随 着 植株 逐渐 成 熟 老化 ,叶肉 细胞 密集 , 细 
胞 表面 角质 较 厚 ,不 利于 农 杆 菌 的 转化 。7 d e B) 
松 叶 猪 毛 菜 虽 然 叶 肉 细 胞 下 松 ,角质 较 薄 ,易于 农 
杆菌 的 转化 ,但 是 其 叶片 还 处 于 子叶 阶段 且 材 料 较 
小 。 并 且 根 据 课 题 组 前 期 研究 发 现 ,子叶 的 光合 类 
型 为 C: 型 , 真 叶 的 光合 类 型 为 C-C: 中 间 型 ”。 
此 ,为 了 后 期 研究 松 叶 猪 毛 菜 的 Cj-C4 光 合 类 型 特 
性 ,可 选取 30d 成 苗 的 松 叶 猪 毛 菜 作为 转化 材料 。 


图 2 不 同 苗 龄 植株 的 GUS 染 色 
Fig.2 GUS staining in plants of different seedling ages 
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2.1.3 农 杆 菌 侵 染 菌 液 浓 度 对 瞬时 转化 的 影响 K 
杆菌 侵 染 菌 液 浓 度 是 影响 瞬时 转化 的 一 个 重要 的 
因素 之 一 下 。 为 了 获得 最 适 转化 条 件 , 分 别 选用 了 
KITARR 0Dew 为 0.5、0.8、1.1 的 转化 液 。 染 色 结 
果 如 表 2 所 示 , 侵 染 液 0Dow 为 0.5 时 ,转化 效率 为 
70% 左 右 ; 随 着 侵 染 液 浓度 的 升 高 ,转化 率 呈 现 上 
升 , 当 侵 染 液 0Dowm 为 0.8 时 ,转化 效率 可 达到 91% 左 
右 ; 当 侵 染 液 0Dew 达 到 1.1 时 , 共 培 养 2d 后 ,植株 表 
面 被 菌 体 覆盖 ,部 分 植株 出 现 软化 `. 褐 化 且 难 以 恢 
复 的 现象 ,转化 效率 降低 至 89% 左 右 ( 图 3b)。 
此 ,在 本 试验 中 , 农 杆 菌 菌 液 0Dow 为 0.8 时 ,瞬时 转 
化 效率 最 高 。 


2.1.4 农 杆 菌 侵 染 时 间 对 瞬时 转化 的 影响 ”除了 菌 
液 的 浓度 , 侵 染 时 间 对 瞬时 转化 的 效率 也 起 着 至 关 
重要 的 作用 ”, 侵 染 时 间 过 短 ,不 利于 农 杆菌 附着 
于 植物 表面 ,难以 获得 阳性 转化 植株 , 侵 染 时 间 过 
长 , 农 杆 菌 污染 严重 ,会 导致 植物 萎 葛 ,玻璃 化 , 难 
以 恢复 正常 状态 。 本 人 研究 分 别 设置 侵 染 时 间 为 4、 
6.8h。 结 果 显 示 ( 表 2) , 侵 染 时 间 为 4h 时 ,转化 效 
率 为 78% 左 右 ; 侵 染 时 间 为 6h 时 ,转化 效率 为 90% 
左右 ; 侵 当 时间 为 8h 时 ,转化 效率 达到 了 99% 左 
右 。 随 着 侵 染 时 间 的 增加 ,转化 效率 得 到 了 提高 ， 
但 是 侵 染 时 间 达 到 8 的 植物 在 染色 前 出 现 了 萎 
33 .玻璃 化 , 共 培 养 难以 恢复 ,不 利于 瞬时 转化 后 的 


表 2 不 同 因 素 下 阳性 植株 的 瞬时 转化 效率 


Tab. 2 Transient conversion efficiency of positive plants under different factors 


瞬时 转化 条 件 组 培 菌 总 数 /个 成 功 染色 的 植株 数 /个 转化 率 /% 平均 转化 率 /% 
农 杆 菌 菌 液 浓度 /ODe。 ”0.5 30 21 70 70 
30 20 67 
30 22 73 
0.8 30 27 90 91 
30 27 90 
30 28 93 
1.1 30 26 87 89 
30 27 90 
30 27 90 
(zyem [B]/h 4 30 23 TI 78 
30 24 80 
30 23 Tl 
6 30 27 90 90 
30 27 90 
30 27 90 
8 30 29 97 99 
30 30 100 
30 30 100 
ASTKJE/Cjimol* L^) 0 30 11 37 40 
30 12 40 
30 13 43 
100 30 28 93 90 
30 27 90 
30 26 87 
200 30 28 93 92 
30 28 93 
30 27 90 
300 30 21 70 70 
30 21 70 
30 21 70 
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图 3 不 同 瞬时 转化 条 件 下 共 


p) AM 


E: (a) 侵 染 6\ 侵 染 液 浓度 0Dewm 为 0.8;(b) 侵 染 6 上 h.\ 侵 染 液 浓度 0Deow 为 1.1。 


培养 后 的 植物 生理 状态 


Fig. 3 Plant physiological state after co-culture under different transformation conditions 


其 他 试验 (与 图 3 情况 类 似 )。 因 此 , 侵 染 时 间 为 6 
h, 瞬 时 转化 效率 可 达 最 佳 。 

2.1.5 侵 染 液 中 AS 浓度 对 瞬时 转化 的 影响 在 侵 
染 液 中 加 入 合适 浓度 的 AS, 会 促进 农 杆 菌 对 植物 的 
转化 Ww。 本 人 研究 分 别 在 侵 染 液 中 添加 浓度 为 0、 
100,200,300 jumol - L' HJ AS; GUS 染色 结果 表明 ， 
在 侵 染 液 中 添加 一 定 浓度 的 AS, 可 以 有 效 提高 农 杆 
菌 对 松 叶 猪 毛 菜 成 苗 的 转化 效率 , 随 着 AS 浓 度 的 增 
加 ,转化 效率 也 增加 ,在 AS 浓 度 为 200 umol- L RF, 
转化 效率 达到 了 92% 左 右 ,gus 表达 效果 和 禾 盖 效果 
达到 了 最 高 ,但 随 着 AS 浓度 的 再 次 增高 ,转化 效率 


2000bp- 


1000 bp- 


反而 降低 ,在 AS 浓度 达到 300 pmol*L! 时 ,转化 率 
下 降 到 了 70% 左 右 ( 表 2)。 因 此 ,瞬时 转化 的 最 佳 
AS 浓 度 为 200 umol- L'o 
2.2 松 叶 猪 毛 菜 瞬时 转化 植株 的 gus 转录 水 平 检测 
将 不 同 条 件 下 瞬时 转化 的 植株 共 培 养 2d 后 ， 
取样 提取 RNA 进行 PCR 检测 (图 4) ,在 内 参 基因 PB- 
actin 表 达 一 致 的 情况 下 ,随机 选择 的 不 同 条 件 转化 
植株 cDNA 在 gus 的 特异 性 引物 扩 增 下 都 有 表达 , 且 
表达 量 有 所 不 同 ,而 阴性 对 照 没 有 表达 ,充分 说 明 
YA gus 成 功 的 瞬时 转化 到 松 叶 猪 毛 菜 植株 中 ,并 在 
转录 水 平 上 得 到 了 表达 。 


b-actin 


注 :M:DL2000 DNA Maker;1-2: 阴 性 对 照 , 侵 染 农 杆菌 EHA105 的 植株 ;3-14: 侵 染 农 杆菌 EHA105 (pCAMBIA1301) 的 植株 。 


图 4 RT-PCR 检 测 瞬 时 转化 材料 中 gus 的 表达 


Fig. 4 The detection of gus expression in transient transformants by RT-PCR 
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2.3 过 表达 SaNADP-ME1 

2.3.1 SaNADP-ME1 过 表达 载体 的 构建 ”以 松 叶 猪 
毛 菜 cDNA 为 模板 ,利用 引物 pCAMBIA1301- 
SaNADP-MEI-F/R 进行 PCR 扩 增 , 电 泳 检 测 PCR 产 
物 ,显示 在 1 900 bp 左右 有 单一 带 。 使 用 Neo 工 和 


M 1 2 3 


5000 bp 


2000 bp 


Bel WXX$EU] pCAMBIA 1301 质粒 载体 ,将 线性 化 载 
体 和 目的 片段 回收 连接 ,转化 大 肠 杆菌 , 挑 取 单 克 
隆 进行 菌 液 PCR 鉴定 (图 5), 阳 性 菌 液 进行 测序 ,将 
测序 正确 的 目的 克隆 命名 为 pCAMBIA1301-SaNADP- 
ME1-guso 


4 5 6 7 8 


ÌE: M Jy DLS000 DNA Maker;1~6 为 重组 子 ;7 为 阳性 对 照 ,cDNA ;8 为 阴性 对 照 , 农 杆 菌 EHA105。 
图 5 重组 子 菌 液 PCR 鉴定 
Fig. 3 Colony PCR digestion of the restructuring the vector 


2.3.2 SaNADP-ME1 过 表达 植株 的 获取 及 表达 量 检 
测 ” ”基础 实验 表明 ,采用 30 d 苗 龄 植株 , 农 杆菌 侵 
染 浓度 0Dew 为 0.8, 在 侵 染 液 中 添加 200 umol L'AS, 
侵 染 6 ,瞬时 转化 效率 最 佳 。 将 重组 载体 pCAM- 
BIA1301-SaNADP-ME1-gus 按 上 述 体系 瞬时 转化 松 
叶 猪 毛 菜 后 ,进行 GUS 染 色 。 与 对 照相 比 ,阳性 转化 
植株 呈现 蓝 色 ( 图 6) ,说 明 转 化 植株 具有 GUS 活性 ， 
SaNADP-ME1 成 功 转 至 松 叶 猪 毛 菜 中 。 

KIGE EIM RHH , 相 比 于 阴性 对 照 ,EHA105 
(pCAMBIA 1301-SaNADP-MEI -gus ) 瞬 时 转化 阳性 植 
株 中 的 表达 量 显著 增高 , 且 阳 性 植株 与 阴性 植株 中 
SaNADP-ME 的 相对 表达 量 相 差 约 10 倍 (图 7) ,说 
明 SaNADP-ME 成 功 在 松 叶 猪 毛 菜 中 过 表达 ,瞬时 
转化 的 松 叶 猪 毛 菜 植株 可 以 作为 后 续 探 究 
SaNADP-ME1 功能 的 材料 。 


3 讨论 


瞬时 转化 过 程 中 ,很 多 因素 都 会 影响 转化 效 


注 :(a) 阴 性 对 照 , 侵 染 农 杆菌 EHA105 的 植株 ;(b) 侵 染 农 杆菌 


EHA105(pCAMBIA1301-SaNADP-ME1-gus) 的 植株 。 
图 6 瞬时 过 表达 SaN4DP-ME1 植 株 的 GUS 染 色 
Fig.6 GUS assay of plants with transient overexpression 


of SaNADP-ME1 


率 ,因此 ,建立 并 逐步 优化 农 杆 菌 介 导 的 瞬时 遗传 
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= 阴性 植株 
ccm 阳性 植株 


相对 表达 量 


4 6 


注 :*#* 表 示 在 0.01 水 平 有 极 显著 差异 ,数值 为 平均 值 + 标 准 差 。 
图 7 瞬时 过 表达 植株 中 SaNADP-ME1 的 相对 表达 量 
Fig. 7 Relative expression levels of SaNADP-MET in transient 


overexpressing plants 


转化 体系 是 必要 的 。 农 杆菌 作为 瞬时 转化 的 媒介 ， 
侵 染 的 菌 液 浓度 直接 影响 瞬时 转化 效率 ,浓度 过 高 
或 过 低 都 不 利于 转化 ””””。 过 高 浓度 的 菌 液 ,对 植 
物 有 一 定 毒害 作用 ,使 得 植物 软化 R35 , AED 
源 基 因 的 瞬时 表达 量 下 降 。 但 菌 液 浓度 过 低 ,也 会 
因 农 杆 菌 数目 不 足 影 响 转 化 率 。 本 试验 结果 显示 ， 
农 杆 菌 菌 液 0Dow 值 为 0.8 时 ,转化 率 较 高 ,达到 
91%。 这 与 李 心 悦 等 ”得 出 的 最 适宜 转化 的 农 杆 菌 
浓度 为 0.6 结 果 相近 。 

侵 染 时 间 也 是 影响 瞬时 转化 效率 的 关键 性 因 
素 '”。 适 宜 的 侵 染 时 间 十 分 重要 ,本 人 研究 发 现 ,如 
果农 杆菌 侵 染 时 间 过 长 , 则 植株 表面 会 有 大 量 的 农 
杆菌 残留 ,在 后 期 的 培养 过 程 中 ,残留 农 杆菌 可 能 
会 大 量 增殖 ,日 难以 控制 ,导致 植 株 死亡 ; 侵 染 时 间 
过 短 , 菌 液 与 植株 接触 不 够 充分 ,会 降低 转化 效率 ， 
导致 大 量 非 抗 性 苗 出 现 。 因 此 ,确定 利用 农 杆 菌 侵 
330 d 苗 龄 的 松 叶 猪 毛 菜 植 株 , 侵 染 6h 较 为 合适 。 

此 外 ,在 侵 染 液 中 添加 合适 浓度 的 AS, 在 一 定 
程度 上 也 可 以 促进 外 源 基 因 整 合 到 植物 体内 ,从 而 
提高 瞬时 转化 效率 下。 例如 ,Kim 等 中 利用 农 杆 
菌 对 辣椒 进行 遗传 转化 的 过 程 中 添加 AS, 可 以 明显 
提高 辣椒 遗传 转化 效率 ,将 其 提高 至 95% 以 上 。 但 
是 ,AS 浓 度 过 高 不 仅 不 利于 农 杆 菌 的 转化 ,反而 会 
对 植物 造成 毒害 ,或 者 过 高 浓度 的 AS 将 过 度 诱导 农 
杆菌 Vir 的 表达 ,增强 了 农 杆 菌 侵 染 活 力 ,使 转化 的 
植株 受到 农 丁 菌 的 毒害 ,从 而 不 利于 植物 的 恢复 ， 
影响 遗传 转化 效果 '"”"。 本 试验 的 探索 结果 显示 , 侵 
染 液 中 未 添加 AS 时 ,瞬时 遗传 转化 效率 只 有 40%， 
而 添加 了 AS 后 ,转化 效率 均 提 高 至 70% 以 上 。 其 
中 ,添加 的 AS 浓 度 为 200 pmol*L! 时 ,转化 效率 最 


高 , 达 92%。 这 与 杨 国 顺 等 3 认为 的 最 适 AS 浓 度 
一 致 。 

利用 上 述 获 得 的 瞬时 转化 体系 ,本 试验 在 松 叶 
猪 毛 菜 植株 中 过 表达 SaNADP-ME1 ,进行 CUS 染色 
和 实时 荧光 定量 PCR ,结果 都 显示 :SaNADP-ME1 
成 功 在 转化 植株 中 过 表达 ,说 明 该 瞬时 转化 体系 适 
用 于 外 源 基 因 在 松 叶 猪 毛 菜 中 快速 表达 。 松 叶 猪 
毛 菜 瞬时 遗传 转化 系统 及 构建 的 植物 过 表达 载体 
为 基因 功能 的 原 位 初步 验证 提供 可 靠 的 手段 ,也 为 
深入 探究 C-C: 中 间 型 植物 松 叶 猪 毛 菜 NADP-ME 
的 功能 奠定 了 基础 。 
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The establishment and preliminary verification of the transient 
transformation system of Salsola laricifolia 
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Abstract: Salsola laricifolia is an intermediate type of C;- C4 of the genus Chenopodiaceae, which is an ideal 
material for studying the evolution of the C, pathway and the mechanism of photorespiration reduction. In this study, 
sterile seedlings of S. laricifolia were used as experimental materials to investigate the transient expression 
mediated by Agrobacterium. Effects of the plasmid vector, seedling age, Agrobacterium (containing pCAMBIA1301 
plasmid) concentration, infection time, and acetosyringone (AS) concentration were analyzed to determine the 
optimal transformation condition. Under these optimal conditions, the chloroplast-type NADP- malic enzyme gene 
(SaNADP-ME]) was over expressed in the S. laricifolia, as detected by the GUS histochemical staining and real-time 
fluorescent quantitative polymerase chain reaction (PCR). (1) pCAMBIA1301-gus was used to construct the expression 
vector, and the 30- day- old seedling was used as the transformation receptor. By adding 200 umol .TI of AS to the 
immersion solution, the ODs of Agrobacterium was 0.8, and by transforming for 6 h, the transient transformation 
efficiency was the best (9296). (2) The overexpression vector was constructed and transiently transformed into the 
S. laricifolia plant. GUS activity was detected by staining, and the quantitative expression of SaNADP- MEI 
detected by real-time PCR was significantly higher than that of the control group, indicating that the gene was 
successfully transiently overexpressed into the plant. In summary, this experiment established a rapid gene function 
verification method in S. laricifolia, which laid a foundation for studying the gene function of S. laricifolia. 


Keywords: Salsola laricifolia; transient transformation; Agrobacterium; GUS histochemical staining; SaNADP- 
MEI 


